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 本論文は５章からなる。第１章は序論であり、２本鎖 RNA結合タンパク質 TAR 
RNA-binding protein (TRBP)の抗ウイルス反応における機能解析を行うにあたり、
その背景となる研究および目的について述べられている。特に、TRBPタンパク
質の構造的特徴とRNAサイレンシングおよびインターフェロン応答における既
知の機能について概説されている。第２章は、TRBP と Protein activator of PKR 
(PACT)の二本鎖 RNA結合様式の in vitro解析について述べられている。TRBPと
PACT はともに３つの２本鎖 RNA 結合ドメイン（dsRBD）をもつ、よく似た構
造のタンパク質である。TRBPは最初の２つの dsRBDが２本鎖 RNAとの相互作
用ドメインであり、３番目の dsRBD は Dicer などの他のタンパク質との相互作
用ドメインであることが知られているが、PACT については３つの dsRBD が２
本鎖 RNAへの結合にどのように寄与しているのか明らかではなかった。本研究
により、TRBPと PACTの siRNAへの結合様式は異なることが明らかになった。
TRBP は最初の２つの dsRBD によってモノマーで siRNA へ結合するが、PACT
は３つの dsRBDによってダイマーを形成し siRNAへ結合することが明らかとな
った。これらの結果は、生体内において PACT に比べ TRBP はより RNA 
interference (RNAi)経路に取り込まれやすいことを示唆していた。第３章では、
siRNAの一部を DNAに置換した、一連の DNA/RNAキメラ型 siRNAを用いて、
siRNA の非シード領域と RISC loading complex (RLC)/RNA-induced silencing 
complex (RISC)に含まれるタンパク質との相互作用の解析を行った。先行研究に
より、siRNAガイド鎖の５’末端から８塩基のシード領域（２−８塩基）を含む領
域は DNAに置換しても RNAi活性に大きな影響を与えない領域であることが明
らかになっていた。本研究では、非シード領域（９−２１塩基）を詳細に解析す
ることにより、siRNAガイド鎖の５’末端から１３、１４塩基目も DNAに置換で
きる領域であることが、新たに明らかになった。さらに、TRBPおよび Argnonaute 
(Ago)タンパク質との相互作用をゲルシフトアッセイで解析した結果、siRNA の
シード領域は４つの領域に分画できることが明らかになった。１９−２１塩基目
は Agoの結合に必要な最低限の領域であるが、１５−１８塩基目も Agoの結合を
促進するように働く領域であり、９−１２塩基目と１５−１８塩基目の２つの領
域は TRBP の結合に同時に必要な領域であることがあきらかになった。しかし
ながら、TRBPの siRNAへの結合力は、定量的に解析した結果、９−１２と１５−
２１塩基が RNA であっても、全長が RNA の場合に比べると数千倍弱いことが
明らかになった。一方で、９−１２と１５−２１塩基が RNAの siRNAによる細
胞内での RNAi活性は、全長が RNAである siRNAとあまり変わらない。このこ
とから、細胞内では、TRBPと相互作用する未同定の分子が RNAiの誘導に必要
であることが示唆された。第４章では、TRBPが RNAiだけではなく、インター
フェロン応答経路を制御する機構についての検討を行っている。インターフェ
ロン応答ではインターフェロン誘導型のプロテインキナーゼである Protein 
kinase R (PKR)が活性され、その下流の翻訳開始因子 eIF2αをリン酸化すること
で翻訳抑制を起こしアポトーシスが誘導される。本研究では、アポトーシス誘
導時の TRBPの機能解析を行っている。その結果、TRBPはアポトーシスが誘導
されるとタンパク分解酵素であるカスパーゼによって、２つ目と３つ目の
dsRBDの間で切断を受けることが明らかになった。TRBPは、ノックダウンする
と RNAi 効果が減弱するため、本来は RNAi 活性を促進する作用をもっている。
しかしながら、カスパーゼによる切断を受けると RNAi活性の促進効果は消失し
た。さらに、TRBPは PACTとヘテロダイマーを形成することができるが、カス
パーゼによって切断されたTRBPはPACTとのヘテロダイマーを形成することが
できなくなり、PACTを遊離することが明らかにされた。そのため、遊離された
PACTは、PKRと相互作用することでアポトーシスを誘導すると推定された。こ
のことから、TRBPは自身の構造変換によって RNAi経路とインターフェロン応
答経路における機能をうまく調節していると考えられた。第５章は、総合考察
であり、本論文の内容をまとめると共に、将来展望について述べられている。 
 
なお、本論文第２章は、宮川拓也氏、善野修平氏、西賢二氏、田之倉優氏、程
久美子氏との共同研究であるが、論文提出者が主体となって解析を行ったもの
で、論文提出者の寄与が十分であると判断する。 
したがって、博士（理学）の学位を授与できると認める。 
